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摘要 :【 目 的) 针对 中 国 灰 蝶 科 中 亲缘 关系 较 近 的 3 个 主要 亚 科 [ 灰 蝶 亚 科 (Lycaeninae) 、 线 灰 蝶 亚 
F} ( Theclinae ) AA BR. À $k 3E £F ( Polyommatina) ] ,基于 线粒体 基因 序列 数据 研究 它们 主要 类 群 间 的 
系统 发 育 关 系 。【 方 法 ] 对 3 亚 科 共 53 种 灰 蝶 的 线粒体 COI fe Cytb 基因 进行 序列 测定 和 序列 变异 
分 析 , 同 时 ,基于 最 大 似 然 法 (maximum likelihood, ML) 和 贝 叶 斯 法 (bayesian inference, BI) 等 建树 
方法 重建 53 种 灰 蝶 的 系统 发 育 树 。[【 结果 】 串联 的 2 个 基因 共 1 431 bp, 其 中 保守 位 点 855 个 ,可 
变 位 点 576 个 ,简约 信息 位 点 488 个 ;A +T 的 平均 含量 为 74.5% ,明显 高 于 G+C 的 平均 含量 
(25.5% ) 。 系 统 树 显示 , 灰 蝶 亚 科 以 及 眼 灰 蝶 亚 科 均 是 单 系 发 生 , 线 灰 蝶 亚 科 则 为 并 系 群 。 全 部 
灰 蝶 物种 共 分 为 三 大 支 系 ; 灰 蝶 亚 科 为 第 1 EXR Ag RCK CHE S A Kk EHP 8) 323 A ERG 
( Hypolycaenini ) Em 灰 蝶 族 ( Aphnaeini) 分 别 构成 单 系 群 并 互 为 姊妹 群 ,它们 共同 构成 第 2 支 系 ; 
线 灰 蝶 亚 科 中 的 美 灰 蝶 族 (Eumaeini) , 3X X 9& 3x ( Deudorigini ) | 4% Æ 2k 24 ( Arhopalini ) 和 线 灰 蝶 族 
(Theclini ) 构成 第 3 支 系 ,其 亲缘 关系 为 :((( 线 灰 蝶 族 + 娆 灰 蝶 族 ) +K) + KAR) 

【 结论] 本 研究 涉及 的 3 个 灰 蝶 亚 科 中 , 灰 蝶 亚 科 是 一 个 独立 的 支 系 , 眼 灰 蝶 亚 科 与 线 灰 蝶 亚 科 之 
间 有 较 近 的 亲缘 关系 ,但 它们 内 部 主要 类 群 间 的 系统 发 育 关系 还 需要 进一步 的 研究 。 
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Phylogenetic relationship within and between three major subfamilies of 
the Chinese lycaenids ( Lepidoptera: Lycaenidae) based on mitochondrial 


COI and Cytb gene sequences 

XIA Xue-Qin, CHEN Xiao, XIA Chen-Chen, SHI Qing-Hui, HAO Jia-Sheng * ( Laboratory of Molecular 
Evolution and Biodiversity, College of Life Sciences, Anhui Normal University, Wuhu, Anhui 241000, 
China) 

Abstract: [ Aim] To explore the phylogenetic relationships within and between three major subfamilies 
( Polyommatinae, Theclinae and Lycaeninae) of the Chinese lycaenids based on the mitochondrial gene 
sequence data. [Methods] The partial mitochondrial COI and Cytb genes of 53 species were amplified 
and determined with PCR method, the sequence variation of these species were also analyzed, and the 
phylogenetic trees of these lycaenid species were reconstructed with maximum-likelihood ( ML) and 
Bayesian-inference ( BI) methods. [Results] The results of the sequence analysis showed that the two 
combined genes are 1 431 bp in length, including 855 conserved sites, 576 variable sites and 488 
parsimonious-informative sites, and the average percentage of A + T is 74. 596 , which is much higher 


than that of G +C (25.596 ). The results of phylogenetic analyses indicated that the Polyommatinae and 
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Lycaeninae were monophyletic groups, whereas the Theclinae was a paraphyletic group. All the taxa in 


this study contained three main clades: the first was the subfamily Lycaeninae, the second was the 


subfamily Polyommatinae plus the tribes Hypolycaenini and Aphnaeini of the subfamily Theclinae, and 
the third was the other four tribes of the subfamily Theclinae, with their relationship as ( ( ( Theclini + 


Arhopalini) + Deudorigini) + Eumaeini). [Conclusion] The subfamily Lycaeninae is a monophyletic 


group, while the Polyommatinae and Theclinae are more closely to each other, with the relationship of 


their main groups awaiting further investigation. 


Key words: Lepidoptera; Lycaenidae; COI; Cytb; phylogeny; China 


灰 蝶 科 为 蝶 类 中 的 第 二 大 科 , 占 全 部 蝶 类 的 
30% ~ 40% (New, 1993) 。 目 前 ,全 世界 已 记载 的 
约 4 500 种 ,中 国有 279 种 。 它 们 成 虫 通常 为 小 型 
或 中 型 ; 卵 为 半圆 球形 或 扁 圆 形 ; 幼虫 旺 蛤 型 ; t y 
弱 师 。 少 数 种 类 常 与 蚁 类 共 栖 。 寄 主 植物 主要 为 豆 
科 , 壳 斗 科 、 桑 寄生 科 、 茧 微 科 、 苦 草 科 、 景 天 科 等 














没有 明确 的 界定 。 另 外 , Wahlberg 等 (2005 ) 以 及 张 
兰 兰 (2013 ) 的 研究 结果 还 显示 线 灰 蝶 亚 科 为 并 
系 群 。 

为 了 进一步 探讨 灰 蝶 科 主 要 类 群 间 的 系统 发 育 
关系 ,本 研究 拟 对 中 国 分 布 的 3 个 灰 蝶 亚 科 ( 线 灰 
蝶 亚 科 、 灰 蝶 亚 科 以 及 眼 灰 蝶 亚 科 ) 共 53 种 代表 性 























(Fz, 1998) 。 

与 大 型 蝶 类 相 比 较 , 国 内 外 关于 灰 蝶 的 系统 分 
类 学 研究 还 很 不 完善 。Eliot(1973 ) 将 灰 蝶 科 分 为 8 
AF MERE: HEAK BR MERE ( Lipteninae ) , [3] 7k WE NE RE 
( Poritiinae) | JB ME F} ( Liphyrinae ) , zx J BE MEL 
( Miletinae) .银灰 蝶 亚 科 ( Curetinae ) , Z£ JK tt y fl 
( Theclinae) , 4K $R NF £F ( Lycaeninae ) 和 眼 灰 蝶 亚 科 
( Polyommatinae ) ; Corbet 等 (1992 ) 建议 将 亲缘 关系 
较 近 的 3 个 亚 科 即 灰 蝶 亚 科 、 眼 灰 蝶 亚 科 以 及 线 灰 
蝶 亚 科 重 新 界定 为 族 级 分 类 群 , 统 归 于 灰 蝶 亚 科 , 与 
银灰 蝶 亚 科 、 云 灰 蝶 亚 科 以 及 圆 灰 蝶 亚 科 并 列 , 但 并 
未 被 灰 蝶 研究 学 者 们 认可 ; 周 芜 (1994 ) 将 灰 蝶 科 分 
为 7 个 亚 科 : 圆 灰 蝶 亚 科 、 云 灰 蝶 亚 科 、 蚜 灰 蝶 亚 科 
( Tarakinae) RARER EPR, RIKER IE EH AKER EHEN 
IRAKERE SE s Js OKA AR BRE EHE D E X H AR R 
WE AGUA JKWENEREEI (158, 1999) 。 其 中 , 线 灰 
蝶 亚 科 是 最 大 的 亚 科 ,全 世界 共 207 属 1 729 种 ( 寿 
建新 等 , 2006 ) ,关于 其 分 类 地 位 目前 也 未 达成 一 
致 ,大 部 分 学 者 将 其 作为 亚 科 级 分 类 阶 元 ,而 有 的 学 
者 将 其 作为 一 个 族 对 待 (Scott，1984 ) 。 

前 期 的 灰 蝶 科 系 统 学 研究 主要 基于 形态 学 性 状 
(Eliot, 1973 )。 有 关 的 分 子 系统 学 研究 却 鲜 有 报 
道 ,Campbell & (2000) 基于 Wingless 基因 序列 研究 
了 师 蝶 科 、 灰 蝶 科 和 峡 蝶 科 34 个 代表 种 类 之 间 的 系 
统 关 系 ; Wahlberg 等 (2005 ) 利用 COI, EF-1a 和 
Wingless 基因 并 结合 形态 学 性 状 探讨 了 灰 蝶 科 主 要 
类 群 间 的 系统 发 育 关 系 ; 张 兰 兰 (2013 ) 通过 5 种 灰 
蝶 线 粒 体 基因 组 比较 研究 获得 其 系统 发 育 关系 。 上 
述 研 究 结 果 均 表明 线 灰 蝶 亚 科 、 灰 蝶 亚 科 和 眼 灰 蝶 
亚 科 亲缘 关系 较 近 ,但 这 3 科 间 的 系统 发 育 关系 仍 
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蝶 类 的 线粒体 COI Cytb 基因 的 部 分 序列 进行 序 
列 测定 和 比较 分 析 ; 同时 ,以 部 分 峡 蝶 科 蝶 类 为 外 
群 ,基于 COI 和 Cytb 基因 组 合 序列 数据 ,以 不 同 建 
树 方法 重建 它们 的 系统 发 育 树 并 加 以 比较 分 析 , 以 
期 进一步 探讨 这 些 灰 蝶 分 类 群 间 及 其 内 部 的 系统 发 
育 关 系 。 


1 材料 和 方法 


1.1 Bt eR 

本 研究 所 使 用 的 灰 蝶 标本 从 野外 采集 后 ,参考 
(PERK AE, 1999) 《中 国 灰 蝶 志 》( 王 敏 
MERZ, 2002) 等 专著 ,依据 大 小 .外 形 、 翅 纹 、 翅 
脉 `. 触 角 、 复 眼 等 形态 特征 进行 仔细 鉴定 后 , 置 于 
95% 酒精 中 固定 , 带 回 实 验 室 后 置 于 -20% 冰箱 保 
存 备 用 。 本 研究 内 群 包括 53 种 灰 蝶 ( 灰 蝶 亚 科 10 
种 , 线 灰 蝶 亚 科 22 种 , 眼 灰 蝶 亚 科 21 种 ) ,其 中 6 种 
(我 国 均 有 分 布 ) 为 GenBank 中 下 载 的 同 源 序 列 。 
所 有 物种 的 分 类 和 采集 信息 以 及 两 种 基因 的 
GenBank 登录 号 见 表 1, 
1.2 基因 组 DNA 的 提取 与 纯化 

本 研究 采用 生 工 生物 工程 ( 上海) 有 限 公 司 研 
制 的 动物 基因 组 DNA 快速 抽 提 试剂 盒 提取 基因 组 
DNA。 有 具体 步 又 如 下 : 

取 胸 部 肌肉 约 米粒 大 小 ,加 到 已 灭 菌 干 燥 过 的 
1.5 mL 的 Eppendorf 管 中 , 用 ddH,0 冲洗 2 次 ,将 肌 
肉 剪 碎 , 用 ddH, O 浸泡 2 ho JNA 500 pL DNA 孵育 
液 和 40 pL PK 酶 (20 mg/mL) , 放 入 55 水 浴 锅 中 
孵育 12 h, 使 细胞 裂解 ,蛋白质 降 解 。 水 浴 后 加 入 
20 uL fj RNase A(10 mg/mlL) 溶 液 , 以 得 到 无 RNA 
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表 1 灰 蝶 科 53 个 种 的 分 类 及 其 COI 和 Cytb 基因 GenBank 登录 号 
Table 1 The taxonomy of 53 lycaenid species and the GenBank accession numbers of their COI and Cytb genes in this study 
GenBank 登录 号 

















































































































科 / 亚 科 族 各 op 

Family/ subfamily Tribe Species zenBank accession no. 

COI Cytb 
Jg REL Nymphalidae 
线 峡 嵌 亚 科 Limenitinae TX SZ tc Athyma sulpitia ]Q347260 JQ347260 
EHE EFE Nymphalinae fit delit Kallima inachus JN857943 JN857943 
pns qy fl. Apaturinae K E Sasakia charonda. JX119051 JX119051 
Stc MV RE Argynninae 3ESIBEHE Areyreus hyperbius JF439070 JF439070 
Till Fabriciana nerippe JF504707 JF504707 
灰 蝶 科 Lycaenidae 

眼 灰 蝶 亚 科 Polyommatinae 黑 灰 蝶 族 Niphandini 黑 灰 蝶 Niphanda fusca KT236387 KT236440 
眼 灰 蝶 族 Polyommatini 豆 灰 蝶 Plebejus argus KT236342 KT236395 
ILIRIK ER Lycaeides argyrognomon KT236355 KT236408 
曲 纹 紫 灰 蝶 Chilades pandava KT236346 KT236399 
茄 纹 红 珠 灰 蝶 Lycaeides cleobis KT236356 KT236409 
青海 红 珠 灰 蝶 Lycaeides qinghaiensis KT236350 KT236403 
Tp HE Albulina orbitula KT236341 KT236394 
中 华 爱 灰 蜡 Aricia mandschurica KT236367 KT236420 
EIKI Lampides boeticus KT236351 KT236404 
毛 眼 灰 蝶 Zizina otis KT236377 KT236430 
醉 浆 灰 蝶 Pseudozizeeria maha KT236363 KT236416 
WIKI Zizeeria karsandra KT236360 KT236413 
ZIR IK Bothrinia nebulosa KT236359 KT236412 

Tü KE Cupido minimus - - 
IKEE Everes argiades KC310728 KC310728 
BHRKSEJKUE Maculinae teleia KT236361 KT236414 
白斑 妩 灰 蝶 Udara albocaerulea KT236380 KT236433 
大 紫 琉 璃 灰 蝶 Celastrina oreas KT236344 KT236397 
琉璃 灰 蝶 Celastrina argiola KT236390 KT236443 
HIKE Scolitantides orion KT236388 KT236441 
莫 琉 璃 灰 蝶 Celastrina morsheadi KT236369 KT236422 
ZR JK E WV fL Theclinae ZR JK EX Theclini 黄 灰 蝶 Japonica lutea KM655768 KM655768 
赫 灰 蝶 Ussuriana michaelis KT236375 KT236428 
HIK Coreana raphaelis DQ102703 DQ102703 
祖 灰 蝶 Protantigius susperans HQ184265 HQ184265 
亲 艳 灰 蝶 Favonius cognatus KT236358 KT236411 
FJK Favonius orientalis KT236384 KT236437 
SR DEAS IKE Chrysozephyrus disparatus KT236362 KT236415 
闪光 金 灰 蝶 Chrysozephyrus scintillans KT236379 KT236432 
娆 灰 蝶 族 Arhopalini 黑 俐 灰 蝶 Panchala paraganesa KT236371 KT236424 
AIER Arhopala bazala KT236366 KT236419 
HIK Thaduka multicaudata KT236370 KT236423 
IIK EX Deudorigini [UK WE Deudorix epijarbas KT236386 KT236439 
3E gue Jy ME Rapala selira KT236343 KT236396 
3 IKE Rapala varuna KT236364 KT236417 
美 灰 蝶 族 Eumaeini TK Satyrium sp. KT236389 KT236442 
KIKER Satyrium grande KT236365 KT236418 
优秀 酒 灰 蝶 Satyrium eximium KT236385 KT236438 
A TES IKE Satyrium spini KT236378 KT236431 
族 灰 蝶 族 Hypolycaenini IKE Hypolycaena erylus KT236352 KT236405 
珍 灰 蝶 Zeltus amasa KT236372 KT236425 
富丽 灰 蝶 族 Aphnaeini 塔 银 线 灰 蝶 Spindasis takanonis HQ184266 HQ184266 
银 线 灰 蝶 Spidasis lohita KT236354 KT236407 
灰 蝶 亚 科 Lycaeninae 丽 罕 莱 灰 蝶 Helleia li KT236357 KT236410 
FEIK Lycaena dispar KT236338 KT236391 
红 灰 蝶 Lycaena phlaeas JX262887 JX262887 
浓 紫 彩 灰 蝶 Heliophorus ila KT236348 KT236401 
AI IKE Heliophorus epicles KT236368 KT236421 
美男 彩 灰 蝶 Heliophorus androcles KT236373 KT236426 
依 彩 灰 蝶 Heliophorus eventa KT236383 KT236436 
摩 来 彩 灰 蝶 Heliophorus moorei KT236349 KT236402 
美丽 彩 灰 蝶 Heliophorus pulcher KT236374 KT236427 
PIERI HE Heliophorus saphir KT236382 KT236435 





-: RENIE Not submitted. 
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的 DNA, 室温 放置 2 ~5 min。 加 入 200 uL Buffer 
PA ,充分 其 倒 混 匀 , 置 于 -20 冰箱 放置 5 min。 室 
温 10 000 r/min 离心 5 min, 将 上 清 液 (500 ~ 550 
ML) 转移 到 新 的 1.5 mL 的 Eppendor 管 中 。 加 入 等 
体积 的 异 丙 醇 ,颠倒 5 ~ 8 次 使 之 充分 混 匀 ,室温 放 
置 2~3 min。 室 温 下 10 000 r/min 离心 5 min, E 
清 。 加 入 1 mL 75% 乙醇 ,颠倒 漂洗 1 ~3 min,10 
000 r/min 离心 2 min, 充 上 清 。 重复 乙 醇 漂洗 1 次 。 
室温 了 晾 至 乙醇 完全 挥发 。 用 100 ~200 pL TE Buffer 
(10 mmol/L Tris-HCl, 1 mmol/L EDTA, pH 8.0) X% 
解 DNA。 获 得 的 DNA 于 -20% 保存 。 
1.3 引物 合成 .PCR 扩 增 及 序列 测定 

根据 Simon 等 (1994) 及 Simmons 和 Weller 
(2001) 涉 及 2 对 线粒体 COI 和 Cytb 基因 的 扩 增 引 
物 。CO1 引物 序列 为 : COIa: S'-GTTAAAWTAAACT 
AATARTCTTCAAA-3'; COIb: 5'-GCTCCTCTATCAA 
TATCTATWCC-3', Cytb 引物 序列 为 : CBl; 5'-TAC 
GTTTTACCATGAGGTCAAATATC-3'; CB2; 5'- ACT 
TCTTTTCTTATGTTTTCAAAAC-3', #3% Cytb 和 COI 
基因 的 引物 均 由 上 海 生物 工程 技术 服务 有 限 公 司 
合成 。 

PCR 扩 增 反应 的 总 体积 为 50 pL, 其 中 包括 
10 x Buffer 6.0 uL, 25 mmol/L Mg’* 8.0 uL, 0.2 
ug/ uL BSA 6.0 uL, 0.2 mmol/L dNTPs 1.5 uL, 10 
pmol/L 的 引物 各 1.5 uL, 1.0 U 的 Taqd 酶 0.6 uL, 
DNA 模板 1.2 ~ 1.5 nkL， 双 蒸 水 补足 至 50 pL。 
PCR 反应 程序 为 :95Y 预 变 性 5. min; 以 下 程序 进行 
35 个 循环 :95Y 预 变性 50 s, Cytb 基因 和 COI 基因 
4j 3l y 52?C 和 50% 退火 50 s, 72% 延伸 2.5 min; 最 
后 72% 总 延伸 10 min, 

PCR 产物 用 196 B3 IR PRSE e rt, vk , EB. 染色 ， 
凝 胶 成 像 系统 检测 ,并 送 至 上 海 生 工 生物 工程 技术 
服务 有 限 公 司 进行 双向 测序 。 
1.4 序列 数据 处 理 

将 测 得 的 序列 在 NCBI 上 通过 BLAST 比 对 , 确 
认 所 测序 列 无 误 , 并 保证 序列 方向 一 致 。 序 列 的 多 
重 比 对 以 ClustalX 1.8 软件 (Thompson et al., 1997) 
完成 ,并 以 DAMBE 5.0 软件 (Xia and Xie, 2001) 辅 
以 人 工 校 对 。 同 时 采用 MEGA 6.0 软件 (Tamura et 
al., 2013) 基于 Kimura-2-parameter ( K2P ) ( Kimura, 
1980) 模型 计算 各 分 类 阶 元 间 的 遗传 距离 并 进行 碱 
基 替 代 饱 和 度 分 析 等 。 
1.5 系统 发 育 分 析 

以 GenBank 中 下 载 的 5 fpc die — Rp p dede 



































Kallima inachus 、 大 紫 峡 蝶 Sasakia charonda , 53; 58 £X 
WEE Athyma sulpitia | Sij eS Fabriciana nerippe 以 
TRE SUBE Argyreus hyperbius 的 同 源 序列 作为 外 
群 ,分 别 采用 邻接 法 (neighbor joining, NJ) .最 大 简 
约法 (maximum parsimony，MP)、 最 大 似 然 法 
(maximum likelihood, ML) 和 贝 叶 斯 法 (bayesain 
inference, BI) 重建 分 子 系统 树 : 运 用 MEGA6.0 £X 
TF. .Paup 4. 0b10 软件 (Swofford，2002 ) 以 及 PhyML 
3.0( Guindon and Gascuel，2003 ) 软件 分 别 构 建 NJ 
PI MP 树 和 ML 树 , 系 统 树 各 分 支 的 置信 值 均 以 
1 000 次 抽样 自 举 值 (bootstrap value, BP) 表示 ;采用 
MrBayes 3.1.2(Ronquist and Huelsenbeck , 2003 ) 构 
建 BI 树 ,系统 树 各 分 支 的 置信 度 评估 以 后 验 概率 
( posterior probability value, PP) 表示 。 

通过 TREE-PUZZLE 5.3 软件 (Schmidt et al., 
2002) 进行 KH 检验 (Kishino and Hasegawa, 1989) , 
SH 检验 (Shimodaira and Hasegawa, 1999) ; 再 利用 
CONSEL 软件 (Shimodaira and Hasegawa , 2001) 进行 
3t 401 26 di Fx d$ ( approximately unbiased test, AU) 
( Shimodaira , 2002 ) 和 其 他 一 些 加 权 检 验 等 ,统计 并 
计算 P 值 ,对 获得 的 系统 树 拓扑 结构 进行 最 优化 检 
验 ,以 获得 最 优 树 。 


















































2 结果 


2.1 灰 蝶 科 线 粒 体 基因 COI 和 Cytb 序列 碱 基 组 成 
分 析 

本 研究 测定 的 灰 蝶 科 线 粒 体 基因 序列 ,经 比 对 、 
剪 切 后 ,COL 基因 的 序列 长 度 为 786 bp, Cytb 基因 的 
序列 长 度 为 645 bp,2 个 基因 联合 序列 的 总 长 度 为 
1431 bp。 联 合 序列 中 共有 保守 位 点 为 855 个 ,可 变 
位 点 为 576 个 ,简约 信息 位 点 为 488 个 ,其 中 简约 信 
息 位 点 占 总 位 点 数 的 34. 1% , 占 变 异 位 点 总 数 的 
84.7% 。 密 码 子 不 同位 点 的 比较 显示 :密码 子 第 2 
位 点 保守 位 点 最 多 ,为 430 个 ;第 1 位 点 次 之 ,为 
338 个 ;第 3 位 点 变异 性 最 大 ,其 保守 位 点 仅 有 87 
个 ;简约 信息 位 点 与 此 相反 ,第 3 位 点 为 349 个 ,第 
1 位 点 为 110 个 ,第 2 位 点 为 29 个 。 

53 种 灰 蝶 的 COI 和 Cytb 联合 基因 中 A, T, C 
和 G 4 个 碱 基 的 平均 含量 分 别 为 33.0% , 41.5% ， 
13.796 $011. 896 ,A +T 的 平均 含量 为 74.5% ,明显 
高 于 G+C 的 平均 含量 (25.5% ) ,与 其 他 文献 报道 
的 昆虫 核 苷 酸 组 成 频率 相 一 致 (Brower and DeSelle , 
1998) 。 密 码 子 第 1 位 点 和 第 2 位 点 的 A+T 的 平 
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均 含 量 分 别 为 65. 1% 和 64. 996 , 密码 子 第 3 位 点 Thaduka multicaudata ) ,最 大 的 是 0. 199 ( f ggg ele v 


AT BIS ties ,达到 93.6% ,而 第 3 位 点 6 的 含 
量 仅 有 1.2%。 
2.2 灰 蝶 科 线 粒 体 基 因 CO 和 Cytb 氨基 酸 组 
成 分 析 

JE MEGA 6.0 软件 中 使 用 无 脊椎 线粒体 密码 
表 , 对 COI 和 Cyib 联合 基因 进行 翻译 ,得 到 COL 和 
Cytb 的 氨基 酸 组 成 。 结 果 显 示 , 共 编码 477 个 氨基 
酸 ,20 种 氨基 酸 中 , 亮 氮 酸 (Leu) PESE 24 ( Te) 
含量 最 高 (分 别 为 14. 4% 和 13.9%)。 除 艳 灰 蝶 
Favonius orientalis 、 杀 艳 灰 蝶 Favonius cognatus 以 及 
HAFI HE Panchala paraganesa, 其 他 灰 蝶 均 不 含 半 
胱 氨 酸 (Cys)。20 种 氨基 酸 在 53 条 序列 中 的 组 成 
表现 出 明显 的 均一 性 。 
2.3” 线 灰 蝶 亚 科 、 眼 灰 蝶 亚 科 以 及 灰 蝶 亚 科 遗传 距 
离 分 析 

利用 MEGA 6.0 软件 基于 K2P 模型 计算 的 遗 
传 距离 显示 ,在 所 研究 的 58 个 鳞 翅 目 物种 中 ,种 间 
遗传 距离 介 于 0 ~ 0. 199 之 间 , 平 均 遗 传 距离 为 
0. 129。 外 群 和 内 群 之 间 遗 传 距离 最 小 的 是 0. 125 
(Resize edit TIRI Lycaena phlaeas 以 及 塔 灰 蝶 








































































































3E Ay R WE 5 EZ AR k J AY E ORG JK Ek Heliophorus 
moorei , 3 MN X JK E Heliophorus pulcher UR WEK 
灰 蝶 Heliophorus saphir)。 线 灰 蝶 亚 科 、 眼 灰 蝶 亚 科 
以 及 灰 蝶 亚 科 内 部 的 平均 遗传 距离 分 别 为 0. 110, 
0.098 和 0.089。 眼 灰 蝶 亚 科 与 灰 蝶 亚 科 之 间 的 平 
均 遗 传 距离 最 大 ,为 0. 144 ; B JC IE SE £X IK Y. 
科 之 间 的 平均 遗传 距离 最 小 ,为 0.127。 
2.4 线 灰 蝶 亚 科 、 眼 灰 蝶 亚 科 以 及 灰 蝶 亚 科 53 种 
灰 蝶 碱 基 蔡 换 分 析 

采用 MEGA 6.0 软件 对 53 种 灰 蝶 进行 碱 基 蔡 
换 统 计 分 析 ( 表 2)。 从 表 2 PANE H, KERE 
换 多 为 同 义 替 换 (ii)。 从 全 组 数据 看 , Fold 
(transversion ) 多 于 转换 (transition ) ,  / ji 46. ( Ts/ 
Tv) 的 平均 值 为 0.68; $e dE EIE TE T LC 之 
间 , 颠 换 主要 发 生 在 A 和 了 之 间 。 从 密码 子 不 同 
位 点 看 ,第 2 位 点 的 转换 与 颠 换 数目 最 少 , 均 为 3 
个 ;第 3 位 点 的 转换 与 颠 换 数目 最 多 ,分别 为 40 和 
74 个 ,这 与 第 3 位 点 在 进化 中 承受 较 小 的 进化 压 
力 有 关 。 












































表 2 53 种 灰 蝶 的 线粒体 CO 和 Cytb 联合 基因 DNA. 序列 碱 基 蔡 换 统 计 表 
Table 2 Nucleotide substitutions of mitochondrial COI and Cytb genes of 53 lycaenid species in this study 








eod ba ii si sv R TC AG TA TG CA CG GG CC TT AA 
第 1 位 点 1st 448 17 12 1.44 6 2 4 1 1 0 94 63 140 151 477 
第 2 位 点 2nd 470 3 3 1.21 1 0 1 0 1 0 65 100 213 93 477 
第 3 位 点 3rd 363 40 74 0.54 19 4 31 1 3 0 1 5 177 180 471 

总 计 Total 1 281 60 89 0.68 26 7 36 2 4 0 159 168 530 424 1431 


i: 同 义 替 换 数 Number of identical substitutions; si; 转换 数 Number of transitions; sv: Hi% Number of transversions; R  si/sv. 


2.5 ”线粒体 COI 和 Cytb 联合 基因 序列 饱和 性 检验 

以 K2P 遗传 距离 为 模 坐标 ,以 转换 遗传 距离 和 
颠 换 遗传 距离 为 纵 坐 标 , 作 碱 基 替代 散 点 图 (图 1)， 
以 检验 碱 基 蔡 代 的 饱和 人 性 程度 。 结 果 显 示 , 当 遗 传 
距离 较 小 时 ,转换 的 数值 (Ts) 比 颠 换 的 数值 (Tv ) 
高 , 随 着 遗传 距离 的 增加 , 苏 换 数 开 始 略 高 于 转换 
数 。 因 此 ,本 研究 中 转换 与 颠 换 的 比值 与 遗传 距离 
有 良好 的 线性 关系 ,未 达到 饱和 状态 ,可 以 用 于 系统 
树 的 构建 (Knight and Mibdell, 1993 ) 。 
2.6 线 灰 蝶 亚 科 、 眼 灰 蝶 亚 科 以 及 灰 蝶 亚 科 分 子 系 
统 发 育 关系 

本 研究 构建 的 贝 叶 斯 树 (BI 树 ) 和 最 大 似 然 树 
(ML P) 显示 的 拓扑 结构 一 致 , 而 邻接 树 (NJ 树 )、 
最 大 简约 树 (MP 树 ) 均 与 ML 树 ( 或 BI 树 ) 的 拓扑 


























结构 存在 一 定 的 差异 。 通 过 CONSEL 软件 对 本 研究 
所 得 到 的 不 同系 统 树 的 拓扑 结构 进行 统计 检验 , 结 
果 如 表 3 所 示 。 可 以 看 出 ,具有 相同 拓扑 结构 的 BI 
BRI ML 树 (图 2) 为 最 优 树 。 

系统 树 显示 ,所 有 内 群 仅 分 为 3 KLR KB ME 
科 形 成 一 个 文系 ,该 文系 又 明显 包括 两 个 分 支 :一 文 
中 包括 丽 罕 羔 灰 蝶 Helleia li KIK Lycaena dispar 
和 红 灰 蝶 , 男 一 分 支 包 括 彩 灰 蝶 属 所 有 种 ;第 2 文系 
包括 眼 灰 蝶 亚 科 与 线 灰 蝶 亚 科 中 的 族 灰 蝶 族 和 富丽 
灰 蝶 族 ; 第 3 SCR Bud £x UK IE RE UP ES] DK A X 
灰 蝶 族 . 娆 灰 蝶 族 和 线 灰 蝶 族 ,它们 的 系统 学 关系 
为 :((( 线 灰 蝶 族 + 娆 灰 蝶 族 ) + IRIRI) + 美 灰 
WE). 
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图 1 本 研究 线粒体 CO1 和 Cytb 联合 


Substitution saturation plot of the combined mitochondrial COI and Cytb gene sequences in this study 





基因 序列 将 换 饱 和 度 散 点 图 


表 3 不 同系 统 树 拓扑 结构 统计 检验 结果 
Table 3 Statistical test of the different tree topologies in this study 





系统 树 Phylogenetic trees obs KH SH AU WKH WSH 
BI 12.0 0.200 0.426 0.240 0.200 0.363 
ML -12.0 0. 800 0.875 0.814 0. 800 0.909 
MP 54.2 0.015 0.018 0.018 0.015 0.039 
NJ 33.7 0.015 0.018 0.015 0.015 0.040 


obs; 距离 最 优 树 的 对 数 似 然 差 Log-likelihood difference 8, to the best tree; AU; 近似 无 偏 检验 Approximately unbiased test; KH; KH 检验 Kishino- 
Hasegawa test; SH; SH 检验 Shimodaira-Hasegawa test; WKH: 加 权 KH 检验 Weighted KH test; WSH: 加 权 SH 检验 Weighted SH test. 


3 讨论 


3.1 灰 蝶 亚 科 、 眼 灰 蝶 亚 科 以 及 线 灰 蝶 亚 科 之 间 的 
系统 发 育 关系 
本 研究 所 得 系统 树 显示 , 灰 蝶 亚 科 以 及 眼 灰 蝶 
亚 科 均 是 单 系 发 生 , 线 灰 蝶 亚 科 则 为 并 系 群 。 其 中 ， 
线 灰 蝶 亚 科 与 眼 灰 蝶 亚 科 亲 缘 关 系 更 近 。Wahlberg 
等 (2005 ) 基于 几 种 基因 组 合 序列 数据 的 分 析 结 果 
显示 , 线 灰 蝶 亚 科 为 多 系 群 ,其 中 的 部 分 类 群 处 于 这 
33 | AERLACA HE OMEN K= = (2013) 基于 线粒体 基 
因 组 13 个 蛋白 编码 基因 序列 数据 的 分 析 结 果 则 与 
本 研究 的 结果 一 致 。 形 态 上 JOBS MEUBLE RAEE 
以 及 眼 灰 蝶 亚 科 具有 一 些 共 同 特征 :它们 的 雌性 生 
殖 絮 均 具 有 对 称 的 交配 圳 片 ; 唆 均 光滑 或 有 少量 感 
觉 毛 ; 卵 均 为 圆 顶 状 或 倒置 杯 状 ,幼虫 均 为 海 蛆 形 
等 。 但 相 比 于 灰 蝶 亚 科 , 线 灰 蝶 亚 科 与 眼 灰 蝶 亚 科 
的 形态 学 特征 更 加 相似 ,例如 : 线 灰 蝶 亚 科 与 眼 灰 蝶 
亚 科 中 的 雄 蝶 前 后 翅 通 常 有 第 二 性 征 , 而 灰 蝶 亚 科 
雄性 第 二 性 征 缺 失 ; 灰 蝶 亚 科 眼 部 光滑 ,而 线 灰 蝶 亚 
科 以 及 眼 灰 蝶 亚 科 大 部 分 物种 眼 部 多 毛 等 。 男 外 ， 
从 寄主 植物 来 看 , 灰 蝶 亚 科 幼 虫 的 寄主 植物 种 类 最 
为 单一 , 仅 为 柬 科 中 酸 模 、 火 炭 母 等 植物 ;而 眼 灰 蝶 


















































亚 科 幼 虫 的 寄主 植物 多 为 豆 科 ` 茧 微 科 等 植物 ; 线 灰 
蝶 亚 科 幼 虫 在 寄主 植物 的 选择 上 则 最 为 复杂 ,如 娆 
灰 蝶 族 多 以 壳 斗 科 、 木 犀 科 , 美 灰 蝶 族 、 珠 灰 蝶 族 多 
以 鼠 李 科 、 无 患 子 科 , 富 丽 灰 蝶 族 中 的 银 线 灰 蝶 属 以 
DIRA MEIRE, WEIER n P BAUR DICERE LESE E 
科 、 锦 线 科 为 寄主 植物 等 。 
3.2 ” 灰 蝶 亚 科 属 组 单元 的 系统 发 育 关系 

灰 蝶 亚 科 多 为 低 海拔 地 区 常见 种 。 可 分 为 2 属 
28 :JK WE JB 2H. ( Lycaena section ) FI Jk Wk JE 2H 
( Heliophorus section) 。 其 中 灰 蝶 属 组 包括 17 属 , 主 
要 分 布 在 东洋 区 ,中 国 已 知 3 属 , 分 别 为 罕 莱 灰 蝶 属 
Helleia, Jk WE Jg LR d SE om 
Palaeochrysophanus ; 3 Jk Hik 时 组 包括 2 属 , 中 国有 1 
属 ,为 彩 灰 蝶 属 Heliophorus。 本 人 研究 通过 不 同方 法 
构建 的 分 子 系统 树 均 显 示 灰 蝶 亚 科 为 单 系 群 ,其 中 ， 
灰 蝶 属 组 与 彩 灰 蝶 属 组 互 为 姊妹 群 。 形 态 学 上 , 灰 
蝶 属 组 的 翅 反 面 有 很 多 黑色 小 点 ; 雄 蝶 前 足 中 节 末 
端 尖 镜 , 向 下 弯曲 。 而 彩 灰 蝶 属 组 的 后 翅 反 面 有 鲜 
艳 的 缘 带 ; 雄 蝶 前 足 中 节 末 端 圆 钝 ( 周 苑 ,1998 ) 。 
3.3 ”有 眼 灰 蝶 亚 科 族 和 属 级 单元 的 系统 发 育 关系 

中 国 眼 灰 蝶 亚 科 分 为 2 族 , 黑 灰 蝶 族 与 眼 灰 蝶 
族 。 黑 灰 蝶 族 只 包括 1 属 黑 灰 蝶 属 ; 眼 灰 蝶 族 全 世 
界 已 记载 188 属 ,中 国有 40 属 ,可 分 为 16 属 组 ,本 研 
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于 线粒体 COL 和 Cytb 基因 的 中 
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2 基于 C01 和 Cytb 基因 
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Sasakia charonda 
Fabriciana nerippe 外 群 
Argyreus hyperbius Outgroup 
Kallima inachus 
Athyma sulpitia 
Lycaena phlaeas K 
Lycaena dispar TAME ción 
Helleia li 
Heliophorus ila 3 
Heliophorus epicles Atl B 
Heliophorus moorei 彩 灰 蝶 属 纪 Lycaeninae 
Heliophorus pulcher Heliophorus section 
Heliophorus saphir 
Heliophorus androcles 
ada fi eventa 
liphanda fusca 亮 灰 蝶 属 组 
prd boeticus ezi pite section 
izina otis ESRA 
Pseudozizeeria maha 7, è= 
Zizeeria karsandra Sree suction 
Maculinae teleia l AIZKARI , 
Scolitantides orion Glaucopsyche section 
Chilades pandava 
Lycaeides cleobis 眼 灰 蝶 亚 科 
Aricia mandschurica 展 灰 蝶 属 纪 
Albulina orbitula Polyommatus section Polyommatinae 
Lycaeides qinghaiensis 
Lycaeides argyrognomon 
Plebejus argus 
Bothrinia nebulosa tg 2| 
Cupido minimus EARMA a 
Everes argiades 
Udara albocaerulea 
Celastrina morsheadi F! 属 组 - 
Celastrina oreas caenopsis section 
Celastrina argiola 
Hypolycaena erylus 1 族 灰 蝶 族 ， . 
Zeltus amasa Hypolycaenini 
Spidasis lohita 富丽 灰 蝶 族 
Spindasis takanonis l ID 
Deudorix epijarbas K 
Rapala selira ede hi 
Rapala varuna 
Japonica lutea 
Chrysozephyrus scintillans 
Chrysozephyrus disparatus n 线 灰 蝶 亚 科 
Favonius cognatus 线 灰 蝶 族 Theclinae 
Favonius orientalis Theclini 
Protantigius susperans 
Ussuriana michaelis 
Coreana, ra] hnelis 
rhopala bazala X 
Thaduka multicaudata varo 
Panchala paraganesa 
Satyrium grande ES 
Satyrium spini 美 灰 蝶 族 
Satyrium eximium Eumaeini 
Satyrium sp. 


串联 序列 构建 的 BI SIE; ML 树 


Fig. 2 The BI tree and ML tree of the 53 lycaenid butterfly species based on the concatenated mitochondrial 


COI and Cytb gene sequences 











各 分 支 上 的 数字 为 后 验 概率 /bootstrap 1 000 次 的 
1 000 replicates. 

究 涉 及 其 中 的 6 个 属 组 : 亮 灰 蝶 属 组 (Lampides 
section) ( 亮 灰 蝶 属 )、 利 灰 蝶 属 组 (Lycaenopsis 
section) (琉璃 灰 蝶 属 和 妩 灰 蝶 属 )、 甜 灰 蝶 属 组 
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3.4 
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( Glaucopsyche section ) ( 3E Jk BE JE TUER JACOBS Je). 、 蓝 灰 
Mei ZH ( Everes section ) ( 蓝 灰 蝶 属 、 枯 灰 蝶 属 和 驳 灰 
蝶 属 ) 、 吉 灰 蝶 属 组 (Zizeeria section) ( i {KER JB ~ E 
眼 灰 蝶 属 和 醉 浆 灰 蝶 属 ) 以 及 眼 灰 蝶 属 组 
( Polyommatus section) ( TIK RS ZLIKI EE j px 
DRE ZIR 3 PME 3 DEESSET 
Sion HRK ARICA ON 2 大 支 系 : 吉 灰 蝶 属 组 以 及 亮 
灰 蝶 属 组 构成 第 一 文系 ; 眼 灰 蝶 属 组 、 甜 灰 蝶 属 组 、 

利 灰 蝶 属 组 以 及 蓝 灰 蝶 属 组 共同 构成 第 二 支 系 ,其 
系统 学 关系 为 :(( 眼 灰 蝶 属 组 + 蓝 灰 蝶 属 组 ) + 甜 
KH TH) + 利 灰 蝶 属 组 。 形 态 学 上 , 眼 灰 蝶 属 组 、 

甜 灰 蝶 属 组 、 利 灰 蝶 属 组 以 及 蓝 灰 蝶 属 组 前 翅 Ri Hk 
从 中 室 到 前 缘 均 独立 ,不 与 Sc 脉 联系 ,或 仅 有 短 距 
离 愈 合 ;而 吉 灰 蝶 属 组 以 及 亮 灰 蝶 属 组 的 R, 脉 与 
Sc 脉 有 联系 ,或 接触 ,或 交叉 ,或 有 短 的 横 脉 相连 。 


本 研究 亮 灰 蝶 属 组 仅 1 属 1 种 ,因而 其 系统 学 分 类 
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仍 采 


位 还 需 进一步 界定 。 
线 灰 蝶 亚 科 族 级 单元 的 





关于 线 灰 蝶 亚 科 的 分 类 地 位 学 者 间 意 


的 学 者 将 其 作为 一 个 族 对 待 














用 Eliot( 1973 ) U J& Ji] 3& (1994 ) 等 的 


举 检验 值 。Numbers on each node are posterior probability values/bootstrap support values of 


系统 发 育 关系 

DUK. 
1984) ,本 文 
VELA 


( Scott, 





类 等 级 界定 。 本 研究 显示 , 线 灰 蝶 亚 科 为 并 系 群 。 


HEF Us RA + 





富丽 灰 蝶 族 组 合 和 有 眼 灰 蝶 亚 科 构 





成 单 系 群 ;而 线 灰 蝶 族 、 娆 灰 蝶 族 、 玻 灰 蝶 族 和 美 灰 


p 
Vk 





im 
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如 





族 构成 男 一 单 系 群 。 从 形态 


娆 灰 蝶 族 有 较 多 相似 的 形态 
1 条 脉 纹 , 眼 部 大 多 光滑 ,并 
富丽 灰 蝶 
: 须 光滑 ,前 过 有 12 条 




















特征 来 看 , 线 灰 蝶 族 
村 征 ,如 :前 翅 均 有 
且 无 雄性 第 二 性 征 等 ; 


WX 





族 相 比 于 其 他 5 族 ,有 独特 的 形态 特征 ， 
条 脉 纹 ,前 翅 反 面 有 


典型 


ANE 


的 金 





色 或 银色 斑纹 或 条 纹 等 。 因 而 , 原 线 灰 蝶 亚 科 的 分 





类 


学 界定 有 必要 做 重新 调整 
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